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摘要　为了明确枸杞内生真菌对胶孢炭疽菌的抑制作用，通过室内抑菌试验和离体试验测定了内生真菌对胶孢炭

疽菌的抑制作用及对枸杞炭疽病的防治效果。结果表明，镰刀菌属犉狌狊犪狉犻狌犿菌株ＮＱ８ＧＩＩ４、ＮＱ８ＧＩＩ７、ＮＱ７ＧＩＩ４

和篮状菌属犜犪犾犪狉狅犿狔犮犲狊菌株ＮＱ６ＧＩＩＩ１１对胶孢炭疽菌有明显的拮抗作用。平板对峙试验显示，上述４株枸杞内

生真菌具有较强的营养和空间竞争能力，菌株ＮＱ８ＧＩＩ４对病原菌的抑制率高达９３．４３％。显微观察发现，枸杞内生

真菌能缠绕并穿透胶孢炭疽菌菌丝，使胶孢炭疽菌菌丝膨胀崩解。菌株ＮＱ７ＧＩＩ４的培养滤液在浓度为１５％时对病

原菌菌丝的抑制率达到７０．７５％，菌株ＮＱ８ＧＩＩ７产生的挥发性物质对胶孢炭疽菌抑制率高达８３．４４％。离体生防试验

结果表明，用拮抗性内生真菌预先占位接种枸杞嫩果及叶片，能有效抑制枸杞炭疽病菌的侵入和病斑的扩展，菌株

ＮＱ８ＧＩＩ４１０％培养滤液对枸杞炭疽病的防治效果最强，防效达到了９２．５４％和９５．５７％，说明枸杞内生真菌具有很

好的生防潜力和应用前景。
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　　枸杞犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿是一种重要的中药材，枸

杞炭疽病由胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

引起。一般年份引起产量损失平均在３０％以上，流

行年份达７０％以上
［１］，已成为制约枸杞产业发展的

重要因素之一。目前，生产上多采用化学农药防治

枸杞炭疽病，但由于化学农药的不规范使用，造成枸

杞农药残留问题突出，使枸杞出口面临严峻挑战［２］，

枸杞产业遭受重创，因此寻找安全无污染的生物防

治方法迫在眉睫。

植物内生真菌是指其生活史的某一阶段或整个

阶段生活在健康的植物组织或细胞内，且不会引起

宿主植物产生明显病害症状的一类真菌［３］。植物内

生真菌作为潜在的生防因子，主要通过与病原菌争

夺营养物质和空间来抑制病原菌的生长，或通过产

生抗生素类和水解酶类等物质抑制病原菌的正常生

长，最终导致其死亡［４］。植物内生真菌还可促进寄

主植物生长［５］，增强其抗病能力［６８］。目前，对枸杞

内生真菌的报道较少，徐全智等［９］从枸杞内分离了

３６３株内生真菌，其中８４株内生真菌对枸杞胶孢炭

疽菌均具有明显的抑制作用，菌株ＮＱ３ＧＦ１与胶孢

炭疽菌之间的抑菌带宽度达到了８．１２ｍｍ，分析表

明，菌株ＮＱ３ＧＦ１产生的β１，３葡聚糖酶和几丁质

酶等次生代谢产物对胶孢炭疽菌的抑制作用较强，

但有关枸杞内生真菌对胶孢炭疽菌的拮抗作用机理

和生防潜力鲜有报道。本试验在已有研究的基础

上，通过皿内对峙方法探讨枸杞内生真菌培养滤液、

挥发物质对胶孢炭疽菌的孢子和菌丝的抑制作用，

并对离体枸杞的生防作用做出评价，为枸杞炭疽病

的生物防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌种

病原菌：枸杞胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊

狆狅狉犻狅犻犱犲狊，由宁夏大学农学院植物病理实验室分离

保存。

供试枸杞内生菌及药剂：本实验室于２０１７年

１０月从健康枸杞根内分离获得２７９株枸杞内生真

菌，从中初筛出４株对胶孢炭疽菌有抑制作用的内

生真菌，分别为镰刀菌属犉狌狊犪狉犻狌犿菌株ＮＱ８ＧＩＩ４、

ＮＱ８ＧＩＩ７和ＮＱ７ＧＩＩ４，篮状菌属犜犪犾犪狉狅犿狔犮犲狊菌株

ＮＱ６ＧＩＩＩ１１，并于４℃保存于ＰＤＡ培养基上。生物

农药为３亿ｃｆｕ／ｇ哈茨木霉菌可湿性粉剂（美国拜

沃股份有限公司），对照化学药剂４３０ｇ／Ｌ戊唑醇悬

浮剂（山东百农思达生物科技有限公司生产）。

１．２　方法

１．２．１　对峙试验

采用两点对峙法在ＰＤＡ平板上筛选对胶孢炭

疽菌有拮抗作用的内生真菌。在ＰＤＡ平板上相距

４．５ｃｍ处分别放置直径为６ｍｍ的生长旺盛的胶孢

炭疽菌和内生真菌菌饼。设置同时接菌或接种内生

真菌３ｄ后再接胶孢炭疽菌两个处理，每处理３次

重复，以只接胶孢炭疽菌为空白对照。待对照组基

本长满皿后，测量对照菌落半径（犚犮）和病原菌菌落

朝内生真菌方向扩展的半径（犚狆），计算抑菌率。

抑菌率＝［（犚犮－犚狆）／（犚犮－３）］×１００％。

１．２．２　拮抗作用的显微观察

无菌条件下，在距培养皿中心的两端相距２．２５

ｃｍ处分别接种拮抗内生真菌和胶孢炭疽菌的菌饼，

中间放置盖玻片（盖玻片上有一层薄薄的琼脂）后于

２５℃下培养３ｄ，并以只接胶孢炭疽菌为对照。待两

菌相互接触后，在光学显微镜下观察（４００倍）和拍

照（ＯｌｙｍｐｕｓＯｐｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｊａｐａｎ）。

１．２．３　内生真菌培养滤液对胶孢炭疽菌的抑制作用

拮抗内生真菌培养滤液的制备：用６ｍｍ打孔

器分别打取培养５ｄ的４株枸杞内生真菌菌饼，放

入装有１００ｍＬＰＤＢ培养液的三角瓶中，每瓶放入

３个菌饼，２５℃１５０ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ后用无菌滤纸除

去菌丝和孢子，０．２２μｍ的微孔滤膜过滤除菌，将过

滤液放于４℃保存备用。

内生真菌培养滤液对胶孢炭疽菌菌丝生长的抑

制作用：将融化的ＰＤＡ与不同浓度的培养滤液分别

混合，配成培养滤液含量为５％、１０％、１５％、２０％、

２５％的ＰＤＡ平板，每个平板中央放置１个胶孢炭疽

菌菌饼，以不含内生真菌培养滤液的处理为对照，每

组处理重复３次，置于２５℃霉菌培养箱中培养，待

对照长满皿后测量胶孢炭疽菌的直径，计算抑制率。

抑制率＝［（对照菌落直径－处理菌落直径）／对

照菌落直径］×１００％。

拮抗内生真菌培养滤液对胶孢炭疽菌孢子萌发

的抑制作用：培养滤液的制备同上。孢子悬浮液的

制备步骤：将病原菌接种到ＰＤＡ培养基上，放于

２５℃霉菌培养箱中活化，待菌落表面长出大量突起

·６２１·
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的分生孢子器及黑色分生孢子盘后，用接种针挑取

黄色分生孢子并将其加入无菌水中，配制成浓度为

１×１０６个／ｍＬ的孢子悬浮液备用。拮抗菌株培养

滤液按浓度１００％、８０％、６０％、４０％和２０％稀释，将

浓度为１×１０６个／ｍＬ胶孢炭疽菌孢子悬浮液同不

同浓度的拮抗菌培养滤液按１∶１（犞∶犞）混合，使拮抗

菌株培养滤液终浓度分别为５０％、４０％、３０％、２０％

和１０％，每组处理重复３次，以无菌水处理为对照，

２５℃黑暗培养６ｈ后，吸取混合液２００μＬ于血球计

数器上，在光学显微镜（４００倍）下观察，随机选取２０

个方格，统计孢子数和萌发数（当孢子萌发产生的芽

管长度达到孢子宽度一半时即可认为分生孢子已萌

发），计算抑制率。

抑制率＝［（对照分生孢子萌发率－处理分生孢

子萌发率）／对照分生孢子萌发率］×１００％。

１．２．４　内生菌产生的挥发性物质对胶孢炭疽菌菌

丝生长的抑制作用

　　将培养０、２、４、６、８ｄ的内生真菌平板分别与接

种胶孢炭疽菌的ＰＤＡ平板对扣，使接有内生真菌菌

饼的培养皿在下，接有病原菌菌饼的培养皿在上，用

封口膜密封。以琼脂块代替内生真菌菌饼为对照，

每个处理３次重复，２５℃黑暗条件下培养，待对照病

原菌近乎长满皿后，测量各处理的病原菌菌落直径，

计算抑制率。

抑制率＝［（对照菌落直径－处理菌落直径）／对

照菌落直径］×１００％。

１．２．５　拮抗内生真菌对枸杞炭疽病的生防试验

以离体枸杞果和叶为材料，将１０％的内生真菌培

养滤液、１０％的３亿ｃｆｕ／ｇ哈茨木霉菌可湿性粉剂和

１０％４３０ｇ／Ｌ戊唑醇悬浮剂分别喷雾接种于枸杞果

面和叶面，２５℃，７０％湿度保湿培养２４ｈ，于当天、第３

天和第５天用１×１０６个／ｍＬ胶孢炭疽菌孢子悬浮液

进行喷雾接种，以喷施无菌水的处理为对照，待接种

内生真菌后第７天和第８天分别观察枸杞果和叶，按

严重度分级标准统计发病情况，计算病情指数。

严重度分级为５级。０级：无病斑；Ⅰ级：０＜

病斑面积占果（叶）总面积 ≤２５％；Ⅱ级：２５％ ＜ 病

斑面积占果（叶）总面积 ≤５０％；Ⅲ级：５０％ ＜ 病斑

面积占果（叶）总面积 ≤７５％；Ⅳ级：病斑面积占果

（叶）总面积 ＞７５％。

病情指数＝∑［（各级病株数×相应级数值）／

（调查总株数×最高级数值）］×１００；

抑制率＝［（空白对照病情指数－处理组病情指

数）／空白对照病情指数］×１００％。

１．２．６　数据处理

采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　内生真菌对胶孢炭疽菌的拮抗作用

对峙试验结果（表１）表明，４株内生真菌对胶孢

炭疽菌的生长均有明显抑制作用。不同内生真菌菌

株对胶孢炭疽菌菌丝生长的抑制率有一定差异，先

接内生真菌３ｄ后再接胶孢炭疽菌的抑制作用普遍

较高，其中抑制率最高的为菌株ＮＱ８ＧＩＩ４，抑制率

达到９３．４３％；其次为菌株 ＮＱ７ＧＩＩ４，抑制率为

８１．４２％；内生真菌和胶孢炭疽菌同时接对胶孢炭疽

菌的抑制率普遍较低，抑制率小于６６％。由图１可以

看出，４株拮抗内生真菌与胶孢炭疽菌之间产生明显

的抑菌带，提前３ｄ接种内生真菌对胶孢炭疽菌的抑

制作用更强，在抑菌带的边缘，病原菌的菌丝体分布

不均、明显变厚（图１ｆ）、颜色变成黄褐色（图１ｈ），菌

丝的生长受到明显的抑制。

表１　枸杞内生真菌对胶孢炭疽菌菌丝生长的抑制作用１
）

犜犪犫犾犲１　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻犳狉狅犿犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

抑制率／％Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

同时接种

Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

接种内生真菌３ｄ后再接胶孢炭疽菌

Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉ３ｄａｙｓｅａｒｌｉｅｒｔｈａｎ犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

ＮＱ８ＧＩＩ４ （６５．７７±１．１２）ａ （９３．４３±１．６２）ａ

ＮＱ８ＧＩＩ７ （５７．８３±３．６９）ｂ （７３．８８±２．１３）ｃ

ＮＱ７ＧＩＩ４ （６４．５０±１．０２）ａ （８１．４２±１．９８）ｂ

ＮＱ６ＧＩＩＩ１１ （４５．７５±２．１３）ｃ （４２．１７±１．９９）ｄ

　１）表中数据为平均值±标准误，同列数据后不同字母表示经邓肯氏新复极差法检验在犘＜０．０５水平差异显著。下同。

Ｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｍｅａｎ±ＳＥ．ＤａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｙＤｕｎｃａｎ’ｓｎｅｗ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔａｔ犘＜０．０５ｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｌｏｗ．
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图１　枸杞内生真菌对胶孢炭疽菌的抑制作用

犉犻犵．１　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犪犮狋犻狅狀狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻犪犵犪犻狀狊狋犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

２．２　拮抗作用的显微观察

显微观察发现，在ＰＤＡ培养基上正常生长的胶

孢炭疽菌菌丝细长，粗细均匀，表面光滑，无肿胀、膨

大、崩解等现象，偶见不正常状态的菌丝；炭疽菌孢

子大小均匀，无干瘪现象。受拮抗菌抑制的胶孢炭

疽菌菌丝出现了畸变现象，主要表现为菌丝体扭曲

变形及断裂（图２ａ、ｄ、ｇ、ｊ和ｅ），膨大肿胀及内容物

流出（图２ｂ、ｅ、ｈ、ｉ和ｋ）等，还可见拮抗菌缠绕病原

菌（图２ｃ、ｆ和ｌ）等现象，说明生防菌可能产生了某

些溶菌物质消解了病原菌菌丝体，致使其营养物质

流出，从而产生畸变。

图２　枸杞内生真菌与胶孢炭疽菌互作显微观察

犉犻犵．２　犕犻犮狉狅狊犮狅狆犻犮狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀犫犲狋狑犲犲狀犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻犪狀犱犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊
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２．３　内生真菌对胶孢炭疽菌的抑制作用

２．３．１　内生真菌培养滤液对胶孢炭疽菌菌丝生长的抑制作用

４株拮抗内生真菌的ＰＤＢ培养滤液对胶孢炭疽

菌菌丝生长的抑制效果不同。在不同培养滤液浓度

下，菌株ＮＱ７ＧＩＩ４和ＮＱ８ＧＩＩ４抑制率普遍较高，在

菌株ＮＱ７ＧＩＩ４培养滤液含量为１５％时，对胶孢炭

疽菌的抑制率高达７０．７５％，其次菌株ＮＱ８ＧＩＩ４的

培养滤液含量为１０％时抑制率为６５．２４％（表２）。

表２　枸杞内生真菌不同浓度培养滤液对胶孢炭疽菌的抑制作用

犜犪犫犾犲２　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔狅狀犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犮狌犾狋狌狉犲犳犻犾狋狉犪狋犲狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犲

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

抑制率／％Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

５％ １０％ １５％ ２０％ ２５％

ＮＱ８ＧＩＩ４ （５７．９４±０．６３）ｂ （６５．２４±１．５７）ａ （６２．７７±２．０９）ａ （５４．３６±０．４４）ａ （６５．４６±０．６７）ａ

ＮＱ８ＧＩＩ７ （５３．５９±０．７９）ｃ （５３．１７±２．１４）ｂ （４５．１２±０．９５）ｂ （３９．７７±０．７７）ｃ （３７．９７±１．２６）ｃ

ＮＱ７ＧＩＩ４ （６５．５９±１．８２）ａ （６８．６３±１．７９）ａ （７０．７５±１．２４）ａ （５０．５５±０．５５）ｂ （６３．９７±１．２５）ａ

ＮＱ６ＧＩＩＩ１１ （４５．５５±０．８３）ｄ （５１．７２±２．６９）ｂ （６３．３１±４．７０）ａ （４６．８７±３．９２）ｂ （５０．３９±３．７７）ｂ

图３　枸杞内生真菌培养滤液对胶孢炭疽菌菌丝的抑制作用

犉犻犵．３　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犪犾犮狌犾狋狌狉犲犳犻犾狋狉犪狋犲狅狀犿狔犮犲犾犻犪狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

２．３．２　内生真菌培养滤液对胶孢炭疽菌孢子萌发

的抑制作用

　　４株内生真菌菌株培养滤液对胶孢炭疽菌分生

孢子萌发均有抑制作用，且不同菌株的培养滤液对

分生孢子萌发的抑制作用有很大差异（表３）。其中

菌株ＮＱ８ＧＩＩ４培养滤液在不同浓度下对胶孢炭疽

菌分生孢子的抑制作用普遍较高，培养滤液浓度在

３０％以上时，对病菌孢子萌发抑制率均达到８０％以

上，其中浓度为５０％时，抑制率高达９６．７３％；其次

菌株ＮＱ８ＧＩＩ７的培养滤液在３０％以上浓度时，对

病菌孢子萌发抑制率均达到７５％以上，在浓度为

５０％时，抑制率为８８．３８％。说明菌株ＮＱ８ＧＩＩ４和

ＮＱ８ＧＩＩ７的培养滤液中含有较高的抑菌成分，具有

很好的抑菌活性。

表３　枸杞内生真菌不同浓度培养滤液对胶孢炭疽菌孢子萌发的抑制作用

犜犪犫犾犲３　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅狀狊狆狅狉犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犮狌犾狋狌狉犲犳犻犾狋狉犪狋犲狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

萌发率／％Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

１０％ ２０％ ３０％ ４０％ ５０％

抑制率／％Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

１０％ ２０％ ３０％ ４０％ ５０％

ＮＱ８ＧＩＩ４
（４．４１±

０．１８）ａｂ

（４．１７±

０．２４）ａ

（１．８６±

０．１７）ｂ

（１．７６±

０．１７）ｃ

（０．３４±

０．１７）ｃ

（５７．３７±

３．８６）ａ

（５８．８４±

３．５９）ａｂ

（８６．３６±

１．２５）ａ

（８３．６８±

１．３５）ａ

（９６．７３±

２．３３）ａ

ＮＱ８ＧＩＩ７
（４．８６±

０．３４）ａｂ

（４．６７±

０．４７）ａ

（３．４５±

０．４５）ａｂ

（２．６９±

０．３０）ｂ

（１．２７±

０．１７）ｂ

（４１．３３±

８．３４）ａｂ

（５３．９７±

５．１７）ａｂ

（７５．１２±

３．０９）ｂ

（７５．１７±

４．９４）ａ

（８８．３８±

２．９７）ｂ

ＮＱ７ＧＩＩ４
（５．４７±

０．５９）ａ

（５±

０．７１）ａ

（２．７６±

０．３６）ａｂ

（４．２０±

０．１８）ａ

（１．９８±

０．１７）ａ

（４１．１２±

５．４９）ａｂ

（５０．９６±

５．３１）ｂ

（７８．７１±

４．１８）ａｂ

（５８．７６±

４．５８）ｂ

（８１．７７±

３．２７）ｂ

ＮＱ６ＧＩＩＩ１１
（３．９２±

０．３５）ｂ

（３．６７±

０．４７）ａ

（３．０９±

０．１８）ａ

（４．２４±

０．３８）ａ

（１．２６±

０．２１）ｂ

（３１．６９±

５．５１）ｂ

（６４．０２±

３．４５）ａ

（７５．８４±

１．１３）ｂ

（６０．６±

３．９６）ｂ

（８８．３７±

２．９７）ｂ
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２．４　内生真菌挥发性物质对胶孢炭疽菌菌丝的影响

由表４可知，内生真菌产生的挥发性物质对胶孢

炭疽菌菌丝生长的抑制率随着内生真菌接种天数的

增加而增大。其中最大抑制率为接种ＮＱ８ＩＩ７后第６

天再接种胶孢炭疽菌，抑制率为８３．４４％，ＮＱ７ＧＩＩ４和

菌株ＮＱ６ＧＩＩＩ１１的抑制率也在７０％以上。说明枸

杞内生真菌产生的挥发性物质对胶孢炭疽病菌菌丝

生长影响显著（图４），其中接种菌株ＮＱ８ＧＩＩ７和

ＮＱ７ＧＩＩ４６ｄ后，胶孢炭疽菌菌丝生长势减弱、菌丝

变薄（图４ｂ和ｃ）。

表４　枸杞内生真菌挥发性物质对胶孢炭疽病菌菌丝生长的抑制率

犜犪犫犾犲４　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳狏狅犾犪狋犻犾犲狊狆狉狅犱狌犮犲犱犫狔犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻犪犵犪犻狀狊狋犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

抑制率／％Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

８ｄ ６ｄ ４ｄ ２ｄ ０ｄ

ＮＱ８ＧＩＩ４ （７１．１４±１．０３）ｄ （５４．５１±０．３９）ｃ （６０．９０±１．５４）ｃ （５３．４５±１．０７）ｂ （４１．９１±２．７７）ａ

ＮＱ８ＧＩＩ７ （７９．０９±０．３９）ａ （８３．４４±３．３２）ａ （６１．２４±１．３５）ｂ （６２．４３±０．７５）ｂ （５３．７９±１．３１）ｃ

ＮＱ７ＧＩＩ４ （５２．１２±１．０７）ｂ （７７．１３±１．１９）ａ （４４．１５±４．７８）ｂ （５４．０５±１．７５）ｂ （５１．３０±０．４４）ｂ

ＮＱ６ＧＩＩＩ１１ （７８．３２±０．７３）ａ （７１．６８±１．００）ｂ （６５．１６±２．０５）ｃ （５５．５６±１．３２）ｄ （３７．９０±１．３９）ｅ

图４　枸杞内生真菌挥发性物质对胶孢炭疽菌菌丝生长的抑制作用

犉犻犵．４　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狋犺犲狏狅犾犪狋犻犾犲狊狆狉狅犱狌犮犲犱犫狔犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻犪犵犪犻狀狊狋犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

２．５　内生真菌培养滤液对胶孢炭疽菌的离体生防

效果

　　内生真菌培养滤液对枸杞离体果和叶生防作用

结果表明（表５和表６），预先接种１０％内生真菌培

养滤液，第３天接种病原菌的生防效果优于第５天

接种病原菌的生防效果，且第３天接种炭疽菌孢子

悬浮液，枸杞炭疽病的发病率及病情指数显著降

低，其中菌株ＮＱ８ＧＩＩ４培养滤液的生防效果最好，抑

制率分别为９２．５４％和９５．５７％，其抑制率与化学农药

１０％４３０ｇ／Ｌ戊唑醇悬浮剂（９４．４１％和９６．１９％）的

防治效果相当，其次为菌株 ＮＱ８ＧＩＩ７，抑制率为

８８．１７％和９４．３３％，优于生物农药１０％的３亿ｃｆｕ／ｇ

哈茨木霉菌可湿性粉剂（６４．６４％和９３．０３％）的抑

制率。

表５　枸杞内生真菌对枸杞果炭疽病的生防效果

犜犪犫犾犲５　犅犻狅犮狅狀狋狉狅犾犲犳犳犲犮狋狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻狅犳犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿狅狀犪狀狋犺狉犪狓犻狀狋犺犲犳狉狌犻狋狊狅犳犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

同时接种

Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

第３天接胶孢炭疽菌

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊ｏｎｔｈｅ

ｔｈｉｒｄｄａｙ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

第５天接胶孢炭疽菌

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊ｏｎｔｈｅ

ｆｉｆｔｈｄａｙ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

ＣＫ （１００．００±０．００）ａ　 ─ （９７．７８±３．９７）ａ ─ （１６．１２±１．１４）ａ ─

ＮＱ８ＧＩＩ４ （３１．６０±０．２６）ｂ （８４．９５±１．５８）ａ （１２．０７±１．９９）ｃ （９２．５４±２．５３）ａ （８．８０±０．００）ｃｄ （４９．９９±３．６６）ａｂ

ＮＱ８ＧＩＩ７ （１３．８９±０．００）ｄ （８５．９９±１．９０）ａ （１３．６９±１．００）ｃ （８８．１７±２．０６）ａ （１２．９８±１．００）ｂ （２５．５７±５．５８）ｃ

ＮＱ７ＧＩＩ４ （１８．６０±０．９３）ｃｄ （８７．９６±２．１５）ａ （２１．２４±２．１０）ｃ （７７．６７±１．４１）ａ （１０．９３±１．０２）ｂｃ （３８．１６±２．６１）ｂｃ

ＮＱ６ＧＩＩＩ１１ （１６．８８±０．７４）ｃｄ （８２．８７±１．６７）ａ （１７．６４±１．９５）ｃ （８３．４１±４．１３）ａ （１０．７９±０．８４）ｂｃ （３７．００±２．２６）ｂｃ

３亿ｃｆｕ／ｇ哈茨木霉ＷＰ

犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪ｈａｒｚｉａｎｕｍ３×

１０８ｃｆｕ／ｇＷＰ

（２０．８３±４．３７）ｃ （７７．６６±５．１２）ａ （３７．１５±６．６０）ｂ （６４．６１±７．８６）ｂ （１１．８４±１．７０）ｂｃ （２９．７５±１１．０３）ｂｃ

４３０ｇ／Ｌ戊唑醇ＳＣ

ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ４３０ｇ／ＬＳＣ
（１４．９５±１．７４）ｃｄ （８４．０３±１．４７）ａ （１１．９８±１．８８）ｃ （９４．４１±１．３７）ａ （６．８５±１．００）ｄ （６３．３０±５．３０）ａ

·０３１·
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图５　枸杞内生真菌对枸杞果胶孢炭疽菌的生防效果

犉犻犵．５　犅犻狅犮狅狀狋狉狅犾犲犳犳犲犮狋狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻狅犳犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿狅狀犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊狅犳犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿犳狉狌犻狋狊

表６　枸杞内生真菌对枸杞叶胶孢炭疽菌的生防效果

犜犪犫犾犲６　犅犻狅犮狅狀狋狉狅犾犲犳犳犲犮狋狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻狅犳犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿狅狀犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊狅犳犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿犾犲犪狏犲狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

同时接种

Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

第３天接胶孢炭疽菌

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊ｏｎｔｈｅ

ｔｈｉｒｄｄａｙ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

第５天接胶孢炭疽菌

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊ｏｎｔｈｅ

ｆｉｆｔｈｄａｙ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

ＣＫ （１００．００±０．００）ａ － （１００．００±０．００）ａ　 ─ （５１．０１±１．１０）ａ ─

ＮＱ８ＧＩＩ４ （９．２６±１．００）ｃ （９１．６７±０．００）ａｂ （６．６７±０．９７）ｃｄ （９５．５７±０．９７）ａ （１４．０９±０．９３）ｂ （８１．７４±２．１４）ａ

ＮＱ８ＧＩＩ７ （８．３３±０．００）ｃ （９１．６７±１．５２）ａｂ （９．３２±１．０１）ｂｃ （９４．３３±０．１９）ａｂ （１４．０９±１．０５）ｂ （８１．３１±２．２４）ａ

ＮＱ７ＧＩＩ４ （８．３３±０．００）ｃ （９０．７４±０．９５）ａｂ （１１．９８±０．２３）ｂ （９１．２０±０．００）ｂｃ （１３．０５±０．１５）ｂ （７５．１０±１．１９）ａ

ＮＱ６ＧＩＩＩ１１ （１１．１１±０．００）ｂ （８８．８９±０．７０）ｃ （１２．１１±１．９９）ｂ （８８．５４±０．２０）ｃ （１２．９０±１．９２）ｂ （８１．６７±４．８４）ａ

３亿ｃｆｕ／ｇ哈茨木霉ＷＰ

犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犺犪狉狕犻犪狀狌犿３×

１０８ｃｆｕ／ｇＷＰ

（９．２６±０．９４）ｃ （９０．７４±２．３４）ａｂ （１３．１７±１．００）ｂ （９３．０３±２．４７）ａｂ （１４．５４±１．６１）ｂ （７５．９４±３．７９）ａ

４３０ｇ／Ｌ戊唑醇ＳＣ

ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ４３０ｇ／ＬＳＣ
（６．４８±０．９９）ｄ （９３．５２±０．６１）ａ （４．７９±１．０１）ｄ （９６．１９±１．８１）ａ （１４．４３±０．６３）ｂ （７９．１１±２．２２）ａ

３　结论与讨论

本试验分离的４株拮抗菌菌株经形态学及分子

生物学鉴定，ＮＱ８ＧＩＩ４菌株属于犉．狀犲犿犪狋狅狆犺犻犾狌犿、

ＮＱ８ＧＩＩ７和 ＮＱ７ＧＩＩ４均为腐皮镰刀菌犉．狊狅犾犪狀犻、

ＮＱ６ＧＩＩＩ１１为变形篮状菌犜．狏犪狉犻犪犫犻犾犻狊。从前期灌根

试验可看出所分离的高拮抗枸杞内生真菌能显著促

进枸杞生长，净生长量能达到对照的１．７倍，根条数

为对照的２．３倍，为非致病菌
［９］。其中分离的菌株

ＮＱ８ＧＩＩ４为犉．狀犲犿犪狋狅狆犺犻犾狌犿，对胶孢炭疽菌有较好的

抑制作用。孙文斌等［１０］从地枫皮根中分离得到一株

内生真菌犉．狀犲犿犪狋狅狆犺犻犾狌犿菌株，其对茶轮斑病菌
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犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狋犺犲犪犲、甘蓝黑斑病菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狅犾犲狉犪犮犲犪、

甘蔗凤梨病菌犆犲狉犪狋狅犮狔狊狋犻狊狆犪狉犪犱狅狓犪和玉米大斑病

菌犈狓狊犲狉狅犺犻犾狌犿狋狌狉犮犻犮狌犿等８种植物病原菌有广谱

抑菌活性。郑燕等［１１］也从凤丹根部分离出一株内

生真菌犉．狀犲犿犪狋狅狆犺犻犾狌犿菌株，其对链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉

犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪、毛霉犕狌犮狅狉ｓｐ．和青霉犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿ｓｐ．等

６种病原菌的抑制率都在８０％以上，说明犉．狀犲犿犪狋狅

狆犺犻犾狌犿是较好的杀菌剂出发菌种
［１１］。

图６　枸杞内生真菌对枸杞叶胶孢炭疽菌的生防效果

犉犻犵．６　犅犻狅犮狅狀狋狉狅犾犲犳犳犲犮狋狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻狅犳犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿狅狀犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊狅犳犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿犾犲犪狏犲狊

　　试验通过皿内对峙培养，４株枸杞内生真菌与

胶孢炭疽菌之间有明显的抑菌带，并且靠近拮抗菌

边缘的病原菌菌丝变暗，说明拮抗菌产生的某种物

质发挥了抑制作用。枸杞内生真菌培养滤液能显著

抑制病原菌菌丝生长和孢子萌发，且内生真菌产生

的挥发性物质对病原菌菌丝具有明显的抑制效果，

能使病原菌菌丝变薄，生长势减弱，表明枸杞内生真

菌分泌了能抑制病原菌菌丝生长的活性物质。郑敏

等［１２］筛选出的两株菌株ＴＢ０９和ＴＢ７２，其挥发性代

谢产物能有效抑制胶孢炭疽菌的生长，其中百里香酚

是最主要的抑菌活性成分。本试验内生真菌产生的

挥发性物质对胶孢炭疽菌影响显著，但关于挥发性物

质的性质、种类和结构仍不明确，需要进一步研究。

长期以来，枸杞炭疽病的防治主要依靠化学农

药，但由于化学农药严重污染农产品和环境，危及人

畜健康，因此筛选和利用有益微生物来防治植物病
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害是解决问题的有效途径［１３］。由于植物内生真菌

不受外界环境的影响，能够稳定发挥其生防效果，是

目前研究的热点［１４］。本试验发现同时接菌和第３

天接种胶孢炭疽菌的防效均优于第５天接种，说明

菌株ＮＱ８ＧＩＩ４尚未侵扰宿主之前就已经发挥保护

作用，且内生真菌主要在植物表面起杀菌作用。本

实验室分离的ＮＱ８ＧＩＩ４菌株的发酵液内生真菌的

持效期在５ｄ左右，且提前接种内生真菌的防效较

好，因为预先接种内生真菌后，其能迅速占据植物根

系的营养和空间，发挥生防作用［１５］。曹荣花等［１６］的

研究也认为，芦苇内生真菌犆犺狅犻狉狅犿狔犮犲狊犪犫狅狉犵犻狀狌犿

Ｍǜ１ｗ１ｃ６侵染４８ｈ即可在植物体内定殖，在温室

防治黄瓜猝倒病的过程中，防治效果高达８８．４９％，

接种病原菌６ｄ后发病情况基本稳定，显示出犆．

犪犫狅狉犵犻狀狌犿Ｍǜ１ｗ１ｃ６具有较好的生防潜力和应用

前景。本试验中枸杞接种胶孢炭疽菌３ｄ时生防效

果最好，５ｄ后发病情况基本稳定，对离体果和叶防

效高达９２．５４％和９５．５７％，具有很好的生防效果，

但还需在大田进一步进行验证。此外，４株枸杞内

生真菌培养滤液的浓度与防治效果也有密切的关

系，本试验前期共设置了１０％、２０％、４０％、８０％和

１００％５个浓度梯度的内生真菌培养滤液，研究发现，

当浓度过大时，内生真菌与宿主植物处于敌对状态，

会使宿主植物产生腐败斑，而选用１０％～４０％浓度范

围时具有很好的抑菌作用，且对宿主植物没有任何不

良影响，说明内生真菌施用的剂量与其防效有很大关

系，但关于内生真菌具体的侵染和有效防治胶孢炭疽

菌的机制还有待深入研究。
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